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(54) Tide: ANTISENSE RNA WITH A SECONDARY STRUCTURE 
(54) Bezeichnung: ANTI-SINN-RNA MIT SEKUNDARSTRUKTUR 



(57) Abstract 



An antisense RNA with special secondary structures is disclosed, as well as a combination of the antisense RNA and of a (ds)RNAse. 
The antisense RNA and its combination may be used to inhibit gene expression. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Ernndung betrifft eine Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen sowie eine Kombination umfassend die 
Anti-Sinn-RNA und eine (ds)RNAse. Die Anti-Sinn-RNA und die Kombination konnen zur Hemmung der Genexpression verwendet 
werden. 
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Anti-Sinn-RNA mil Sekundarstruktur 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur, eine 
sie enthaltende Kombination sowie die Verwendung beider. 

Neue Techniken zur Hemmung der Genexpression umfassen haufig den Einsatz 
5 von Anti-Sinn-RNA. Dies ist eine RNA, die zu Bereichen der mRNA eines Gens 
komplementar ist und an diese binder. Es entsteht ein Duplexmolekul, das der 
Translation der mRNA entzogen ist. Damit kann eine Hemmung der Genexpres- 
sion erreicht werden. 

10 Es hat sich allerdings gezeigt, daft das Duplexmolekul haufig nicht stabit ist, d.h. 

die mRNA wird wieder frei fur die Translation, wodurch die Hemmung der Gen- 
expression schwach ist oder gar nicht eintritt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
15 stellen, mit dem eine starke Hemmung der Genexpression erzielt werden kann. 

Erfindungsgemafc wird dies durch eine Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundar- 
strukturen erreicht. 

20 Mit dem Ausdruck "besonderer Sekundardruck" ist gemeint, daft es sich nicht 
urn eine naturlich vorkommende Sekundarstruktur handelt, sondern da& diese 
kunstlich erzeugt worden ist. 

Der Ausdruck "Anti-Sinn-RNA" umfafSt jegliches RNA-Molekul, das sich als Anti- 
25 Sinn-RNA eignet, d.h. komplementar zu Bereichen einer RNA, insbesondere 
mRNA und ganz besonders Regulationselementen dieser, ist und durch Bindung 
an diese Bereicheeine Hemmung der Genexpression bewirkt. Die Anti-Sinn-RNA 
kann auch DNA-Sequenzen umfassen. Ferner kann die Anti-Sinn-RNA als seiche 
oder in Form eines sie kodierenden Vektors vorliegen. Ein solcher Vektor kann 
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ein ublicher Expressionsvektor sein. Gunstig kann es sein, wenn die Expression 
der fur die Anti-Sinn-RNA kodierenden Sequenz unter der Kontrolle eines kon- 
stitutiven Oder induzierbaren Promoters, wie eines Gewebe- oder Tumor-spezifi- 
schen Promoters, steht. 

5 

Der Ausdruck "Sekundarstruktur" umfaftt jegliche DNA- und/oder RNA-Sequenz, 
die in einer Anti-Sinn-RNA vorliegen kann und eine zumindest teilweise "Hair- 
pin "-Struktur aufweist, d.h. einzetne Basenpaare unterliegen einer Ruckfaltung. 
Die Sekundarstruktur kann innerhalb der Anti-Sinn-RNA vorliegen. Auch kann sie 

1 0 am 5'- und/oder 3'-Ende der Anti-Sinn-RNA vorliegen. Liegen mehrere Sekundar- 
strukturen vor, konnen diese gleich oder verschieden voneinander sein . Vorzugs- 
weise ist die Sekundarstruktur eine (GC) n -Palindrom-(GC) n -, (AT) n -Palindrom- 
(AT) n -, oder (CG) n -Palindrom-(CG) n -Sequenz, wobei es besonders bevorzugt ist, 
wenn n = 20 und das Palindrom eine EcoRI-Restriktionsstelle ist. Bevorzugt sind 

15 auch komplizierte Palindrome wie (AGCT) n oder (GAATTC) n . 

Eine erfindungsgemafSe Anti-Sinn-RNA kann durch ubliche Verfahren hergestellt 
werden. Gunstig ist es, durch Oligonukleotidsynthese eine doppelstrangige 
(GC) 20 -EcoRI-(GC) 20 -Sequenz herzustellen und diese an das 5'-Ende der cDNA- 
20 Sequenz eines zu hemmenden Gens zu ligieren. Das erhaltene DNA-Molekul wird 
in 3'-* 5' Richtung an den Promotor eines Vektors ligiert. Der erhaltene Vektor 
fuhrt zur Expression der erfindungsgema&en Anti-Sinn-RNA. Erganzend wird auf 
Sambrook, Fritsch, Maniatis, A Laboratory Mannual, Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press, 1989, verwiesen. 

25 

Eine erfindungsgemafce Anti-Sinn-RNA kann als solche oder in Form eines sie 
kodierenden Vektors in Zellen eingebracht werden. Die Zellen konnen jegliche 
Zellen, wie Pflanzen- und tierische, insbesondere Saugetier- und ganz besonders 
menschliche Zellen, sein> Die Zellen konnen innerhalb eines Organismus oder 
30 aufcerhalb eines solchen vorliegen. Letztere konnen frisch isoliert oder in Kultur 
gehalten sein. Das Einbringen der Anti-Sinn-RNA in die Zellen kann durch ubliche 
Transfektionstechniken, wie Elektroporation, erfolgen. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Kombination aus 
einer erfindungsgemafcen Anti-Sinn-RNA und einer (ds)RNAse. Dies ist eine 
RNAse, die doppelstrangige RNA erkennen und abbauen kann. Eine (ds)RNAse 
findet sich z.B. in dem Hefestamm Schizosaccharomyces pombe (pad +). In der 
Kombination kann die erfindungsgemafte Anti-Sinn-RNA als solche Oder in Form 
eines sie kodierenden Vektors vorliegen. Ebenso kann die (ds)RNAse ais solche 
oder in Form eines sie kodierenden Vektors vorliegen. Ein solcher Vektor kann 
ein ublicher Expressionsvektor sein. Gunstig kann es sein, wenn die Expression 
der fur die (ds) RNAse kodierenden Sequenz unter der Kontrolle eines konstituti- 
ven oder induzierbaren Promoters, wie eines Gewebe- oder Tumor-spezifischen 
Promoters, steht. Ferner kann es von Vorteil sein, wenn die Kombination darin 
besteht, dafc ein Vektor vorliegt, der sowohl fur die erfindungsgemalSe Anti-Sinn- 
RNA als auch fur die (ds)RNAse kodiert. Hinsichtlich des Vektors wird auf 
vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 

Die Kombination aus einer erfindungsgemafcen Anti-Sinn-RNA und einer 
(ds) RNAse kann in Zellen eingebracht werden. Hinsichtlich der Zellen und des 
Einbringens der Anti-Sinn-RNA wird auf vorstehende Ausfuhrungen verwiesen. 
Die (ds)RNAse kann als solche, d.h. als Protein, durch ubliche Verfahren, wie 
Lipofektion, eingebracht werden. In Form eines sie kodierenden Vektors kann die 
(ds)RNAse durch Verfahren eingebracht werden, wie sie fur die Anti-Sinn-RNA 
genannt wurden. 

Die vorliegende Erfindung stellt eine Anti-Sinn-RNA und eine sie enthaltende 
Kombination bereit, die eine starke Hemmung der Genexpression bewirken. Die 
vorliegende Erfindung findet somit eine breite Anwendung in der Molekularbiolo- 
gie und der Medizin. Insbesondere kann an die Diagnose und/oder Therapie von 
Erkrankungen gedacht werden, bei denen einzelne Proteine auslosend oder ver- 
starkend sind. Dies sind z.B. Erkrankungen, bei denen Hormone eine groRe Rolle 
spielen, Tumorerkrankungen und virale Infektionen, wie HIV und AIDS. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnung 
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Fig. 1 zeigt die Hemmung der Genexpression durch eine erfindungsgema- 

Be Anti-Sinn-RNA. (1) ist die Expressionsrate des CAT-Gens in 
5 Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA. (2) ist die Expressionsrate des 

CAT-Gens in Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruk- 
tur I. (3) ist die Expressionsrate des CAT-Gens in Anwesenheit 
einer Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur II. 



1 0 Fig. 2 zeigt die Hemmung der Genexpression durch eine erfindungsgema- 

fce Anti-Sinn-RNA. (1) ist die Expressionsrate des CAT-Gens in 
Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur I. (2) ist die 
Expressionsrate des CAT-Gens in Anwesenheit einer Anti-Sinn-RNA 
mit Sekundarstruktur i und einer (ds)RNAse. 

15 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 



Beispiei 1: Herstellung von Expressions- Vektoren, die das Chloramphenicolace- 
20 tyltransferase (CAT)-Gen in 5'-* 3' bzw. 3'-» 5' Richtung enthalten. 

Das CAT-Gen wurde aus einem ubiichen CAT-Vektor isoliert und in 
die "multiple cloning site" des Expressionsvektors pJ3Q (vgl. Nu- 
cleic acids res. 18, (1990), 1068) inseriert. In einem Fall erfolgte 
25 die Insertion in 5'-»3' Richtung und es wurde der Expressionsvektor 

pJ3Q-CAT erhalten. im anderen Fall erfolgte die Insertion in 3'-*5' 
Richtung und es wurde der Expressionsvektor pJ30-TAC erhalten. 
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5 

Beispiel 2: Herstellung von Expressionsvektoren, die das CAT-Gen in 3'-* 5' 
Richtung und eine fur eine Sekundarstruktur I bzw. II kodierende 
Sequenz enthalten. 

5 (A) Expressionsvektor mit einer (GC) 20 -EcoRI-(GC) 20 -Sequenz am 5'Ende des 
CAT-Gens (Sekundarstruktur I) 

1. Herstellung einer (GC) 20 -EcoRI-(GC) 20 -Sequenz. 

10 (a) Mittels eines automatischen Synthese-Gerats (Oligonukleotid- 

Synthesizer) wurden 2 Oligodesoxynukleotide hergestellt: 

AATTC- (GC)20-G 

und 

15 (GC) 20-CTTAA 

(b) Die beiden Oligodesoxynukleotide wurden im Verhaltnis 1:1 
gemischt, auf 90°C erhitzt, danach langsam unter "annea- 
ling"-Bedingungen auf Raumtemperatur abgekiihlt. Dabei ent- 
20 stand ein DNA Dopplestrang folgender Struktur: 

AATTC-(GC) 20 -G 
* ** * 

G- (GC) 20-CTTAA 

25 (c) Unter Ligationsbedingungen entstanden Vielfache der in (b) 

beschriebenen DNA 



30 



AA.TTC- (GC) 20-GAATTC- (GC) 20 -GAATTC- (GC) 20 -G. 

* ** ****** ** ***** ** * 

G-(GC) 20-CTTAAG- (GC) 2 o-CTTAAG- (GC) 20-CTTAA. . . 



(d) Die Ligationsprodukte wurden durch Gelelektrophorese nach 
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Grofte aufgetrennt und eine Sequenz, bestehend aus Dimeren, 
wurde aus dem Gel eluiert und mittels Polynukleotidkinase 
/ATP phosphoryliert. 

5 AATTC- (6O20-GAATTC- (GO20-O-P 

★ * * +*★*** ★ * * 

P-G- (GC) 20 -CTTAAG- {GO 20 "C 

(e) Diese Sequenz wurde zunachst in die EcoRI-Stelle des ublichen 
Klonierungsvektors pBluescript (Stratagene) eingesetzt, aus 
1 0 dem sie durch geeignete Restriktionsenzyme zur Umklonierung 

in- den Vektor, der das CAT-Gen in 3'-* 5' Richtung aufweist, 
entnommen werden konnte, 

2. Einbau der (GC) 20 -EcoRI-(GC) 20) Sequenz in den Vektor, der das CAT- 
1 5 Gen in 3'-* 5' Richtung aufweist. 

Der Vektor pJ3Q-TAC von Beispiel 1 wurde in der "multiple cloning 
site" zwischen dem Promoter und der TAC-lnsertion mit geeigneten 
Restriktionsenzymen geschnitten. Die (GC) 20 -EcoRi-(GC) 2O) Sequenz 
20 wurde mit den entsprechenden Enzymen aus dem pBluescript- Vektor 

von Beispiel 2(e) entnommen. Die beiden Nukleinsauren wurden per 
Ligation verbunden. Es wurde der Expressionsvektor pJ3Q-TAC-Sek. 
I erhalten. 

25 (B) Expressionsvektor mit einer (GC) 20 -EcoRI-(GC) 2Q -Sequenz am 3' Ende des 
CAT-Gens (Sekundarstruktur II). 

Die unter Beispiel 2 (A) hergestellte (GC) 20 -EcoRI-{GC) 20 -Sequenz wurde in 
den Vektor pJ3D-TAC am 3'-Ende des TAC-Gens eingesetzt. Es wurde der 
30 Expressionsvektor pJ3Q-TAC-Sek.ll erhalten. 
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Beispiel 3: Herstellung eines Expressionsvektors r der fur eine (ds) RNAse 
kodiert. 



Aus einer ublichen genomischen Bibliothek von Schizosaccharomy- 
ces pombe wurde mitteis einer PCR-Amplifikation das fur eine 
(ds)RNAse kodierende Gen (pad + ) isoliert. Hierzu wurden Primer 
verwendet, die aus der bekannten Sequenz des Gens pad + (vgl. 
Datenbank: embl: S78982) abgeleitet worden waren. Das Gen 
pad + wurde in dem bekannten Vektor pBiuescript kloniert und 
durch Sequenzierung bestatigt. Nach Umklonierung in den ublichen 
Expressionsvektor pcDNA3 (InVitrogen) wurde der Expressions- 
vektor pcDNA3-pad +■ erhalten. 



Beispiel 4: Hemmung der Genexpression durch eine Anti-Sin n-RN A mit Sekun- 
darstruktur 



(a) Ehrlich Ascites Tumorzellen (10 7 Zellen/ml) wurden mit den 
Expressionsvektoren pJ3Q-CAT, pJ3Q-TAC, pJ3Q-TAC-Sek. 
I bzw. pJ3Q-TAC-Sek. II transfiziert (vgl. Tabelle 1). Die 
Transfektion wurde mitteis Elektroporation (366V/950)L/F/Ele- 
ktrodenabstand D = 4mm) durchgefuhrt. 24 h nach Transfek- 
tion wurden die Zellen geerntet, lysiert und Aliquote mit 
radioaktiv markiertem Chloramphenicol inkubiert. Es wurde 
die Konversionsrate (in Ac-, Di-Ac-Chloramphenicol) nach DC 
durch Messung der Radioaktivitat bestimmt. 
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Tabelle 1: 

1 2 3 

pJ3Q-CAT 3/jq 3/jg 3fjg 

pJ3Q-TAC 7,5/#g 

pJ3Q-TAC-Sek. I - 7,5/vg 

pJ30-TAC-Sek. II - - 7,5jug 

Aus Fig. 1 geht hervor, dafc durch Transfektion von pJ3Q-TAC-Sek. I 
bzw. pJ3Q-TAC-Sek. II (vgl. Fig. 1, (2), (3) eine starkere Hemmung der 
Expression des CAT-Gens erreicht werden kann, als wenn pJ3Q-TAC 
(vgl. Fig. 1,(1) verwendet wird. 

(b) Ehrlich Ascites Tumorzellen (1 0 7 Zellen/ml) wurden mit den Expres- 
sionsvektoren pJ3Q-CAT, pJ3Q-TAC-Sek. I bzw. pcDNA3-pac1 + 
tranfiziert (vgl. Tabelle 2). Die Transfektionsbedingungen waren 
wie in Beispiel 4 (a) beschrieben. 



Tabelle 2: 

1 2 

pJ3Q-CAT 5/>g b/jg 

pJ3Q-TAC-Sek. I 10//g 10//g 

pcDNA3-pad + - 10/yg 



Aus Fig. 2 geht hervor, da& durch Kotransfektion von pJ3Q-TAC-Sek. I 
mit pcDNA3-pad + (vgl. Fig. 2 (2)) eine starkere Hemmung der Expres- 
sion von CAT erhalten wird, als wenn pJ3Q-TAC-Sek. I (vgl. Fig. 2, (1) 
alleine verwendet wird. 
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Somit wrrd deutlich, date eine Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur eine 
grofcere Hemmwirkung auf die Genexpression hat als eine Anti-Sinn-RNA 
ohne Sekundarstruktur. Ferner wird deutlich, daft die Hemmwirkung der 
Anti-Sinn-RNA mit Sekundarstruktur noch gesteigert werden kann, wenn 
5 zusatzlich zu gegebenenfalls naturlich vorhandenen (ds)RNAsen eine 

(ds)RNAse-Aktivitat mittels der beschriebenen Verfahren hervorgerufen 
bzw. erzeugt wird. 
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Patentanspruche 

1 . Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen. 

2. Anti-Sinn-RNA nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS die Sekun- 
darstruktur am 5'- und/oder 3'-Ende der Anti-Sinn-RNA geschaffen wor- 
den ist. 

3. Anti-Sinn-RNA nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da& die 
Sekundarstruktur eine <GC) n -Palindrom-(GC) n - oder (CG) n -Palindrom-(CG) n - 
Sequenz ist. 

4. Anti-Sinn-RNA nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR n = 20 und 
das Palindrom eine EcoRI-Restriktionsstelle ist. 

5. Anti-Sinn-RNA nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, 
daR die Anti-Sinn-RNA durch einen Vektor kodiert ist. 

6. Kombination, umfassend die Anti-Sinn-RNA nach einem der Anspruche 1- 
5 und eine (ds)RNAse. 

7. Kombination nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft die Anti- 
Sinn-RNA und die (ds)RNAse durch einen oder mehrere Vektoren kodiert 
sind. 



8. 



Verwendung der Anti-Sinn-RNA nach einem der Anspruche 1-5 und der 
Kombination nach Anspruch 6 oder 7 zur Hemmung der Genexpression. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 



